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Procede d e mise en evidenrp ri»im e activite 
enzvmatioue rf^ m icrooraanismea 

La pr£sente invention concerne un procede de mise en 
5 evidence d'une activity enzymatique de microorganismes . Un 
tel procede peut etre utilise pour 1 • identification de 
microorganismes exprimant ou n'exprimant pas cette activite 
enzymatique . 

La detection et 1 1 identification des microorganismes 
10 sont tres importantes notamment en m£decine, dans l'industrie 
agro-alimentaire, pour le controle de 1 ' environnement (par 
exemple le controle de l'eau...) . Les microorganismes peuvent 
etre recherches pour leur pathogenicity , comme indicateurs de 
contamination, ou encore pour le controle de procSdes de 
15 fabrication. 

Les techniques de detection et d' identification de 
microorganismes sont actuellement basees sur la recherche de 
sequence nucleotidiques caracteristiques , la recherche 
d'antigenes ou d'anticorps, la culture, en milieu selectif ou 
20 non selectif, ou encore sur la recherche d' activites 
metaboliques et notamment enzymatiques (par exemple activites 
d'osidases, d'est^rases, de peptidases, d'oxydases, etc.). 

Le plus souvent, les precedes de detection et 
d* identification des microorganismes associent plusieurs de 
25 ces techniques. La culture est ainsi utilised pour multiplier 
et selectionner les microorganismes recherches. Afin de 
simplifier leur detection, il a 6t6 propose de mettre en evi- 
dence des activites biochimiques en introduisant des 
molecules produisant une coloration ou une fluorescence, 
50 directement dans le milieu de culture. De tels milieux sont 
appeles milieux de detection. Les activites biochimiques 
peuvent £tre mises en evidence par diverses m§thodes telles 
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que : 

- la modification physico-chimique du milieu : 
changement de pH r6v€le a l'aide d'un indicateur colors ou 
fluorescent (m6thyl-umbellif €rone) , 

5 - le changement du potentiel redox r£vele a l'aide 

d'un indicateur colore (sel de t^trazolium) ou fluorescent, 

- la reaction d'une molecule produite par les micro- 
organismes avec un compost present dans le milieu, conduisant 
a une coloration, 

10 - l'hydrolyse de molecules lib^rant un compost 

colors ou fluorescent (naphtol, coumarine) . 

Les hydrolyses detectees sont en general le resultat 
de 1' action d'une enzyme produite par le microorganisme sur 
un substrat enzymatique naturel ou synthetique. Ces actiyites 

15 enzymatiques sont par exemple celles des enzymes suivantes : 
esterases (par exemple lipases, phosphatases) , osidases 
(p-galactosidase, P- glucuronidase, N-ac6tyl-hexosaminidase) , 
peptidases ( alanine - aminopept idase , trypsinase, g^latinase) , 
DNAses, decarboxylases, desaminases, ureases, tryptophanases , 

20 oxydases, catalases, etc. 

On sait que les milieux g€lifies sont 
particulidrement bien adapt6s a la culture et a l'isolement 
de microorganismes a partir d«un prelevement, ainsi qu*a la 
detection de microorganismes "cibles" au sein d'un melange de 

25 microorganismes. Sur ces milieux, les microorganismes forment 
des colonies d€tectables a l'aeil nu, et il est hautement 
souhaitable que les produits des activit€s biochimiques 
recherch£es restent localises sur leur site de production. 
Cela permet en effet de distinguer une colonie de ses 

30 voisines si elles n'expriment pas les memes activitSs. On 
peut ainsi utiliser diverses mithodes dStectant par exemple 
des changements de pH (FR-A-2 671 100) , des activitSs 
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d'esterases (FR-2 457 323), des activity d'osidases 
(FR-A-2 684 110) etc. II est evidemraent possible d'utiliser 
conjointement plusieurs de ces mSthodes, afin de mettre en 
evidence plusieurs especes ou souches r et/ou d'accroitre la 
sensibilite et/ou la specif icite de la detection. 

On ne dispose pas actuellement de moyen, adapte aux 
milieux gelifies, pour mettre en evidence des activity de L~ 
Alanine -aminopeptidases , D-Alanine- aminopeptidases et L- 
Leucine- aminopeptidases de microorganismes . En effet, les 
substrats enzymatiques utilises jusqu'a present libdrent des 
molecules colorees ou f luorescentes qui diffusent dans les 
milieux gelifies et/ou qui ne sont revSlees que par 
irradiation U.V. (cas de la naphtylamine ou de 
l'aminocouraarine) et/ou apres action de rdactifs (cas de la 
naphtylamine), ou dont la coloration est peu contrasted dans 
les milieux reactionnels utilises en microbiologie {cas de la 
nitroaniline) . 

On sait que la L-Leucine-aminopeptidase a £t6 raise 
en evidence dans des coupes histologiques de mammifdres grace 
20 a un substrat enzymatique, la L-Leucine-3 - ( 5-Bromo- 
indolamine) , par abreviation L-Leu-BIA, qui produit apres 
hydrolyse un compose colore ; voir Pearson et al . , 1963, La±>. 
Invest., 12 : 712. En 1967, Yarborough et al., J. 
Reticuloendoth. Soc, 4 : 390 ont repris la technique de 
Pearson et al . dans des applications similaires (coupes 
histologiques). Us ont precise que 1'ajout d'un melange de 
ferri- et ferro-cyanure de potassium ou de sulfate de cuivre 
inhibe la reaction. 

En 1975 Lojda et Havrankova, Histochemistry, 43 : 
355 proposdrent d'amSliorer la m«§thode utilisant le substrat 
L-Leu-BIA par 1'addition d'un melange de sel de tStrazolium 
et de phenazine m£thosulfate, la reaction coloree observee 



25 



30 
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provenant alors de la reduction du sel de t6trazolium en 
f ormazan. 

Lors des travaux ayant conduit a la pr£sente 
invention, on a recherche s'il etait possible d'utiliser la 

5 L-Leu-BIA cotnme substrat enzymatique dans la detection de 
microorganismes cultivSs notarament sur milieux gelifies. Lors 
d'essais pr€liminaires , on a ajout£ de la L-Leu-BIA dans le 
milieu qui est d£crit a l'exemple 1 ci-apres. Ce milieu est 
couramment utilise pour la recherche d'osidases. 

10 II n 4 a pas et6 possible de mettre en evidence une 

activity de peptidase, quel que soit le microorganisme 
cultiv£ dans ce milieu (Escherichia coli, Klebsiella, 
Ci trobacter, Pseudomonas , Enterococcus , Staphylococcus . 
Streptococcus) . 

15 En revanche, si l'on ajoute dans ce meme milieu de 

la L-Leucine-7-amino-4-m6thyl-coumarine <L-Leu-AMC) , une 
fluorescence est detect^e avec certains de ces memes 
microorganismes . De mirae dans ce milieu, avec des substrats 
d • osidases (5-Bromo-4 -chloro-3- indolyl-P-D-galactoside et 6- 

20 Chloro-3-indolyl-P-D-glucuronide) , on peut dStecter les 
activites de P-galactosidase et de P-glucuronidase des 
microorganismes. L'ajout des react if s proposes par Lojda et 
Havrankova s'est traduit par une inhibition plus ou moins 
complete de la croissance des microorganismes sans permettre 

25 la r£v€lation d'une activity de peptidase avec la L-Leu-BIA. 

De m§me, avec le milieu utilise a l'exemple 2 ci- 
aprds, on n'a pas pu mettre en Evidence une activite de 
peptidase avec L-Leu-BIA, alors que le substrat L-Leu-AMC 
permet de d£tecter cette activity dans le meme milieu. 

30 On a maintenant dScouvert que 1' absence de r^sultats 

avec les derives de BIA n'itait pas due a une incompatibility 



WO 98/04735 



PCT/FR97/01415 



10 



5- 



avec les microorganismes ou a une inhibition de leur 
multiplication en culture, mais etait due essentiellement a 
des conditions de milieu. On a en effet decouvert gu'il etait 
possible de reveler l'activite de peptidase de 
microorganismes avec la L-Leu-BIA, en utilisant d'autres 
milieux de culture. Les raisons pour lesquelles certains 
milieux sont utilisables, et d'autres non, ne sont pas 
connues. NSanmoins, il est possible de determiner et de 
mettre au point, par de simples experiences de routine, 
semblables a celles decrites dans la partie experimental ci- 
apres, les milieux et/ou ingredients qui conviennent ou qui 
ne conviennent pas. L 1 invention a done d'abord consist e 
notamment a rechercher, et a montrer qu'il etait possible de 
trouver, des milieux de culture dans lesquels les substrats 
15 de peptidases derives de la 5 -bromoindolamine mentionnes ci- 
dessus sont utilisables pour mettre en evidence les activites 
enzymatiques correspondantes dans une culture de 
microorganismes . 

On a ainsi decouvert notamment que le milieu suivant 
20 est utilisable : 

- Extrait de levure 0,5-25 g/1 

- Peptone de gelatine 0,5-25 g/1 

- Na Cl 0-50 g/1 



25 



et eventuellement : 

- Agent rigulateur de pH, q.s.p. pH « 3 a 9 

et/ou : 

- Agent gelifiant 5-35 g /i 



30 



Le pH choisi est un pH qui convient pour le 
microorganisme etudie. Dans le cas d , un milieu geiifie, le pH 
est de preference de 5 a 9 . On peut ajuster le pH, par 
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exemple, avec de 1 ■ acide chlorhydrique ou du carbonate de 
sodium. 

Si on ajoute a un tel milieu de la L-Leu-BIA, et si 
on ensemence avec des microorganismes ( on obtient apres 
5 culture des colonies brunes ou incolores suivant que les 
microorganismes expriment ou non une activity de L-Leucine- 
aminopeptidase . 

Des resultats comparables ont et§ obtenus avec les 
substrats L-Ala-BIA et D-Ala-BIA. 
10 L 1 invention a done pour objet 1 1 utilisation d 1 au 

mo ins un compose de formule : 

X-NH-R 

dans laquelle X represente un groupe S-bromoindole-3-yle et R 
represente le reste acyle d'un acide amine choisi parmi la 

15 leucine et 1 'alanine, 

comme agent revilateur permettant de mettre en evidence, par 
formation d'un produit colore, une activite de peptidase dans 
une culture de microorganismes. 

En particulier le groupe R represente un reste acyle 

20 de L-Leu, L-Ala ou D- Ala . 

Les substrats dont 1 •utilisation fait 1' objet de la 
pr^sente demande n'inhibent pas la multiplication des 
microorganismes dans les milieux de culture appropries. On 
peut done utiliser 1 ' agent rev^lateur en l'ajoutant au milieu 

25 de culture des microorganismes, avant le d£but de la culture 
ou en d€but de culture. 

L'un des avantages important s des agents revelateurs 
utilises selon 1' invention est qu'en presence de 1' activite 
de peptidase recherch£e, ils donnent des produits colores qui 

30 ne diffusent pas dans le milieu gelifii. 

Ils peuvent done etre utilises en milieu g£lifi£. 
Ils peuvent aussi, bien entendu, etre utilises en milieu 



WO 98/04735 



PCT/FR97/01415 



-7- 

liquide . 

Selon un mode de realisation particulier, on peut 
a j outer & la culture, en outre, au moins un autre agent 
reveiateur permettant de mettre en Evidence, par formation 
5 d'un produit colore ou fluorescent, une activity enzymatique 
generalement differente de celle qui est mise en Evidence a 
l'aide des composes de formule X-NH-R tels que definis ci- 
dessus. II peut s'agir par exemple d'une activite d' esterase, 
d'osidase ou de peptidase. On peut ainsi obtenir des 
10 informations supplementaires , en liaison avec une absence de 
coloration (ou de fluorescence) ou en liaison avec une 
coloration modifiee par rapport a la coloration obtenue avec 
un seul substrat enzymatique. L 1 autre agent revdlateur choisi 
aura des propri£tes differentes de celles des derives de 
15 BIA : par exemple, on choisira un autre agent reveiateur 
capable de donner un produit reactionnel ayant une couleur 
differente de la couleur brune obtenue avec les derives de 
BIA. L' autre agent revelateur (ou second agent revilateur) 
permettra done de reveler, grace a sa couleur propre, ou 
20 grace a sa fluorescence, la presence d'une activite 
enzymatique dont il est spicifique. Si 1" activite de 
peptidase r£velable par les derives de BIA est egalement 
presente, on obtiendra une coloration modifiee, differente de 
ladite couleur brune et differente aussi de ladite couleur 
25 propre donnee par le second agent reveiateur. Des exemples 
d' utilisation de plusieurs substrats, ainsi que les 
informations qui peuvent en ressortir, sont donnas ci-aprds 
dans la partie experimental . Bien entendu, les resultats 
peuvent varier avec chaque espdee ou souche de microorganisme 
30 etudie. 

Chaque cas susceptible d'intSrit doit done faire 
I'objet d 1 etudes prealables selon des experiences de routine. 
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Les derives servant a mettre en Evidence des 
activit£s enzymatiques differences, et utilisables comme 
autres agents r£v€lateurs, sont notamment des d£riv6s 
d * indoxy le , de coumar ine , de resoruf ine , de napht ol , de 

5 naphtylamine , de nitroph§nol, de nitroaniline , de rhodamine, 
d'hydroxyquinol^ine, de f luoresc6ine, etc. 

Parmi ces derives qui peuvent etre utilises en 
association avec les derives de BIA, on peut citer notamment 
le 5 -bromo-4 -chloro- 3 - indolyl -P- D-glucuronide , le 6 - chloro- 

10 3-indolyl-P-D-glucoside, la L~ alanine- 7 -amino-4 -methyl -couma- 
rine, le 4 -methyl -umbellif eryl-N-acetyl-P-D-galactosaminide , 
le resoruf ine-p-D-galac- toside, le sulfate de p-naphtyle, le 
naphtol AS-BI p-D-galactoside , le L-alanine p-naphtylamide, 
1 'o-nitroph§nol-p-D-galactoside, le carboxybenzoyle-L-argi- 

15 nine-p-nitroanilide, la rhodamine 110 bis- (L- leucine amide), 
1 • hydroxyquinol6ine-P-D-glucoside, et le diacetate de 
f luoresc£ine . 

L 1 invention a egalement pour objet un proc€de de 
mise en evidence d'une activity de peptidase dans une culture 

20 de microorganisme, dans lequel on ajoute au milieu de culture 
desdits microorganismes un agent revelateur permettant de 
mettre en evidence ladite activity par formation d'un produit 
colore, caract£rise par le fait que ledit agent revelateur 
comprend au moins un compost de formule : 

25 X-NH-R, 

dans laquelle X et R sont dSfinis comme ci-dessus. 

On peut ajouter le compost X-NH-R avant le d6but de 
la culture, ou en cours de culture, ou meme en fin de 
culture . La mise en oeuvre du proc6d§ de 1 • invention implique 

30 done de cultiver les microorganismes 6tudi£s, 6tant entendu 
que l'on peut effectuer cette culture avant ou apres 
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^addition du compost X-NH-R, et que l*on peut 6galement 
effectuer cette addition en cours de culture. Bien entendu, 
on effectue la culture proprement dite par incubation d'un 
milieu de culture approprie dans des conditions permettant la 
5 multiplication des microorganismes etudies. Les compositions 
des milieux de culture et les conditions de culture qui 
conviennent sont connues ou peuvent etre determinees par des 
experiences de routine. 

L' invention a egalement pour objet un milieu de 
10 culture de microorganismes contenant, outre les ingr6dients 
necessaires a la culture desdits microorganismes, au moins un 
compose de formule X-NH-R . 

Les derives de formule X-NH-R sont utilises a des 
concentrations suffisantes pour donner des reactions colorees 
15 observables. Ces concentrations, qui peuvent etre determiners 
par experiences de routine, peuvent varier generalement de 25 
a 2000 mg par litre de milieu de culture. 

Les caracteristiques et avantages de 1' invention 
sont illustres par les exemples suivants . 

20 

EXEMPLES 

Exemple 1 

25 

Le milieu de culture contient, outre de l'eau : 



- Peptone de viande * 15 g/1 

- Peptone de cas€ine ** 3 g/1 

- NaCl 5 g/1 

30 - Tampon Tris 0,5 g/1 

- Na 2 HPQ 4 1 g/i 
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Citrate de sodium 



l g/l 



Glucose 



1 g/l 



- Pyruvate de sodium 



2 g/l 



- Agar 



13 g/l 



5 



* commercialise par 



D.I .F. CO. 



** commercialise par : D.I.F.C.O. 



A ce milieu, on ajoute soit de la L-Ala-BIA, soit de 
la L-Leu-BIA, soit de la L-Ala-AMC soit de la L-Leu-AMC, a 
10 des concentrations de 200 mg/1. On ensemence les differents 
milieux obtenus, repartis dans des boites de Petri, avec des 



examinees visuellement a la lumiere ambiante et sous lampe 
15 U.V. (longueur d'onde = 3 65 nm) apres 24 et 4 8 heures 
d • incubation . La couleur ou la presence de fluorescence ont 
ete notees. Les microorganismes etudies €taient : Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii , Pseudo- 
monas aeruginosa, Streptococcus agalactiae, Enterococcus 
20 faecium, Streptococcus pyogenes. Staphylococcus epidermidis 
et Candida albicans . Les resultats sont presentes dans le 
tableau I ci-apres : 



microorganismes. Les boites ont ete mises en incubation a 
37°C pendant 48 heures. Les colonies formees ont ete 
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TABLEAU I 



Souches 

£. colt 


24 H 


i _ais»-AMC 
rlUO x 


L-Ala-BIA 

2 


L-Leu-AMC 
Ruo 


L-Leu-BIA 


48 H 


rluo 




Ruo 




K. pneumoniae 


**t A Li 

24 rl 


nuw 




Ruo 




48H 


Filib 


— 


Fluo 


— ! 


C. freundii 


A II 






Ruo 




JQ |_| 


Fluo 








P. aeruginosa 




Fluo 


— 






48 H 


Ruo 








S. agalactiae 


24 H 






Ruo 




48H 


Fluo 








E. faecium 












48H 


Ruo 








S. pyogenes 


24 H 






Fluo 




48H 


Fluo 








S. epidermidis 


24 H 
48 H 










C. albicans 


24 H 






NT 3 


NT 
NT 


48 H 


Flub 




NT 



1 

2 
3 



Fluo = Fluorescence 

— = absence de fluorescence et/ou absence de coloration 
NT = non teste 



Le milieu utilise dans cet exemple permet de mettre 
en evidence lea activit6s L-Alanine-aminopeptidase et 
10 L-Leucine-aminopeptidase avec les reactifs L-Ala-AMC et 
L-Leu-AMC, respectivement, mais lorsqu'on utilise la 
L-Ala-BIA, et la L-Leu-BIA aucune hydrolyse n'est detectee. 
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Exempt 2 

Dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,3 a 25 °C on 
ajoute soit de la L-Leu-BIA soit de la L-Leu-AMC, a des 
5 concentrations de 400 mg/1. Les milieux obtenus ont et£ 
r€partis dans les puits de plaques de microtitration et 
ensemenc£s avec des suspensions de microorganismes . Les 
plaques ont et€ mises en incubation 24 heures a 37°C. Les 
puits ont ete examines visuellement a la lumidre ambiante et 
10 sous lampe U.V. , comme precedemment . Apres 24 et 48 heures 
d' incubation, la couleur ou la presence de fluorescence ont 
ete notees. Les r£sultats sont presences dans le tableau II 
ci- apres : 



TABLEAU II 



Souches 


L-Leu-AMC 


L-Leu-BIA 


E. co// 


24 H 




2 




48 H 


Fluo 




K. pneumoniae 


24 H 


Fluo 






48 H 


Ruo 




C. freundii 


24 H 


Ruo 






48H 


Ruo 




P. aeruginosa 


24 H 








48H 


Ruo 




S. agaiactiae 


24H 


Ruo 






46H 






E. faecium 


24 H 








48H 


Ruo 




S. pyogenes 


24 H 


Ruo 






48H 


Ruo 




S. epidermidis 


24 H 








48H 







Fluo s Fluorescence 
: — = absence de fluorescence et/ou 
absence de coloration 
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Ainsi, avec le milieu utilise dans cet exemple, il 
est possible de mettre en evidence I'activite de L-Leucine- 
aminopeptidase avec L-Leu-AMC, mais lorsqu'on utilise la 
L-Leu-BIA aucune hydrolyse n'est detectee. 

5 

Exemple 3 

Le milieu de culture contient, outre de 1 • eau : 



- Extrait de levure * 6 g/1 

10 - Peptone de gelatine ** 5 g/1 

- NaCl 8 g/1 

- Na 2 C0 3 0,1 g/1 

- Agar 13 g/1 



* commercialise par BIO MERIEUX 
15 ** BIO-GELYTONE commercialise par BIO MERIEUX 

A ce milieu on ajoute soit de la L-Ala-BIA, soit de 
la L-Leu-BIA, soit de la L-Ala-AMC, soit de la L-Leu-AMC, a 
des concentrations de 200 mg/1. On ensemence les differents 

20 milieux obtenus, repartis en boites de Petri, avec les memes 
microorganismes que ceux utilises dans 1' exemple 1. Les 
boites sont mises en incubation a 37°C pendant 48 heures. Les 
colonies formees ont ete examinees visuellement a la lumiere 
ambiante et sous lampe U.V. (longueur d'onde = 365 nm) apres 

25 24 et 48 heures d' incubation. La couleur ou la presence de 
fluorescence ont 6t6 not6es. Les resultats sont presented 
dans le tableau III ci-apres : 

( 
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TABLEAU XXI 



Souches 


L-Ala-AMC 


L-Ala-BIA 


L-Leu-AMC 


L-Leu-BIA 


E. co// 


24 H 


Ruo 1 


Bam 


Ruo 


2 


Gram n&gatif 


48 H 


Rub 


Brun 


Ruo 


Bnm 


K. pneumoniae 


24 H 


Ruo 


Bain 


Ruo 


~~~ 


Gram n6gatif 


48 H 


Ruo 


Bam 


Ruo 


Biun 


C. freundii 


24 H 


Ruo 


Bam 


Fluo 


Bam 


Gram n&gatif 


48H 


Ruo 


Bain 


Fluo 


Bam 


P. aeruginosa 


24 H 


FlUO 


Bain 






Gram negatif 


48H 


Rub 


Bain 


Rub 


Bain 


S. agatactiae 


24 H 






Fluo 




Gram positif 


48 H 


Rub 


Bam 


Ruo 




E. faecium 


24 H 










Gram positif 


48 H 


Fluo 


Bajn 


Fluo 




S. pyogenes 


24 H 






Ruo 




Gram positif 


48 H 


Fluo 


Bain 


Rub' 




S. epidermidis 


24 H 










Gram positif 


48 H 










C. albicans 


24 H 








NT 




48 H 


Ruo 


Bam 


NT 


NT 



1 Fluo - Fluorescence 
5 2 . _ absence de fluorescence et/ou absence de coloration 

3 : NT = non teste 



Le milieu utilise dans cet exemple permet de tnettre 
en evidence les activites de L-Alanine-aminopeptidase et de 
10 L-Leucine-aminopeptidase avec la L-Ala-AMC et la L-Leu-AMC, 
respectivement, ainsi qu'avec la L-Ala-BIA et la L-Leu-BIA. 
Ces deux derniers substrats donnent cependant des reactions 
parfois plus tardives. En revanche, ils permettent de 
distinguer les bacteries a Gram negatif des bacteries a Gram 

15 positif. En effet : 

- apr§s 24 heures d 1 incubation avec L-Ala-BIA, les 
bacteries Gram positif ne donnent pas de coloration, alors 
que les bacteries Gram negatif donnent une coloration brune ? 
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- et aprds 48 heures avec la L-Leu-BIA : les 
bact£ries Gram positif ne donnent pas de coloration, alors 
que les bacteries Gram n6gatif donnent une coloration brune. 

5 Exemple 4 

Dans le milieu de 1 1 exemple 3, on a ajout£ soit de 
la L-Leu-BIA soit de la L-Ala-BIA, seules ou en combinaison 
avec soit du 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-P-D-glucoside (X- 
10 Glu) , soit du 6-chloro-3-indolyl-P-D~glucoside (Z-Glu) , soit 
du 4-methylumbel-liferyl-p-D-glucoside (MUG1) soit du 5- 
Bromo-4-chloro-3-indolyl-acetate (X-Ac) . 

Les concentrations de ces diff£rents substrats sont 
les suivantes : 



15 - L-Leu-BIA 

- L-Ala-BIA 

- X-Glu 

- Z-Glu 

- MuGl 

20 



200 mg/1 

200 mg/1 

200 mg/1 

200 mg/1 

200 mg/1 



On ensemence ces differents milieux repartis dans 
des boites de Petri avec des mi croorgani sines . Les souches 
£tudiees sont les memes qu'aux exemples pr£c6dents . Les 
boites ont £t£ mises en incubation a 37°C pendant 48 heures, 
25 et les colonies form6es ont et6 examinees visuellement a la 
lumiere ambiante et sous lampe U.V. {longueur 
d'onde = 365 nm) . Les rSsultats d 1 observation des couleurs 
des colonies obtenues aprds 24 et 48 heures d' incubation sont 
pr£sent£s dans le tableau IV : 
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TABLEAU IV 







L-AJa-BIA 


L-Leu-BIA 








i x-du 


i Z-Glu 




X-Ar 




X-Glu 


Z-Glu 


MUGI 


V As* 
A-AC 


S ouches 


N° du 
milieu 


1 


\ 2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 




c. con 


24 H 


Brun 


\ Brun 


i Brun 


\ Brun j 


Brun 


— 








— 


Gram negatir 


48 H 


Bain 


Brun 


i Bain 

: 
: 
i 


! Brun j 

i i 


Brun 


Brun 


Brun 


Brun 


Brun 


^Gris^ 
Bam 


K. pneumoniae 


24 H 


Bam 


Gris 


j Gris- 
1 Rose 


|Bam+ j 
I Fluo j 


Gris 


— 


Bleu . 


Gris- 
Rose . 


Ruo 


Gris- 
Bam 


Gram n6gatif 


48 H 


Bam 


: Gris 


; Gris- 


| Brun+ j 

: f IUO : 


Gris^ 
Bam 


Brun 


Bieu- I Gris- TBrvirH : 
Gris | Rose \ Ruo 


Bam 


0. freundii 
Gram ndgatif 


24 H 
48 H 


Brun 
Brun 


Gris 


\ Gris- 
i Rose 
{ Gris- 
\ Rose 


j Anmi ' : 

: ul Ul l~ ; 

Fluo | 
Bam 1 
Fluo i 


VJI Id 

Bam 


Pn m 
DI Ul 1 

Brun 


Gris i 
Gris 

1 


Gris- j Brum 
Rose [ Ruo 
Gris^ I Brum 
Rose j Fluo 


Gns- 
Brun 
Gris- 
Bam 


r*. aeruginosa 


Oil Ul 

24 n 


Brun 


Brun 


\ Bnjn 


Bam j 


Gris- 
Brun 










Gris 


Gram ndgatif 


48H 


Bain 


"Bain 


| Brun "* 


BrurTf 

1 


Glfisl* 
Brun 


Bain 


Brun 1 


Brun j 


Bain* 


Bam 


S. agalactiae 


24 H 


























Bain : 


Bam 


! Bam 


Bam j 


Gris 












E. faecium 


24 H 




Bleu 


! Rose 


Fluo j 


Bleu 




Bleu j 


Rose ] 


Ruo 


Bleu 




43H 


Bniri | 


Bleu 


] Rosel 
i Gris 


Brun+I 
Fluo I 


Grtel 
Bleu 




Bieu | 


Rose ] 

: 


Ruo 


Gris- 
Bleu 


S. pyogenes 


24 H 
























48H 


Brim } 

: 


Brun 


I Brun 


Bam 1 


Gris- 
Bleu 






: 






S. epidermidis 


24 H 


: 






■-— 
















"48H" 










Tur- 
quoise 













Sur les milieux 2, 3 et 4 il est possible de 
5 distinguer apres 24 heures d' incubation les Enterococcus (£. 
faecium) qui seuls donnent une coloration autre que brune ou 
grise. Les milieux 2, 3 et 4 permettent aussi, apres 24 
heures de culture, de distinguer les bactSries Gram positif, 
qui pr^sentent soit une absence de coloration soit une 
10 coloration autre que brune ou grise. Les milieux 7, 8 et 9 
permettent des distinctions similaires, mais aprds 48 heures 
d 1 incubation. Sur le milieu 5 apres 48 heures d' incubation 
seul S. epidermidis donne des colonies de couleur turquoise, 



WO 98/04735 



PCT/FR97/01415 



- 17- 



les autres bact£ries dormant des colonies brunes a gris-bleu. 

On precise que lorsque les substrats ci-apres sont 
presents seuls dans le milieu rSactionnel, la presence d'une 
osidase et 1'hydrolyse rSsultante du 5-bromo-4-chlororo-3- 

5 indolyl-p-D-gluco-side (X-Glu) entraine 1' apparition d'une 
couleur bleu turquoise, 1'hydrolyse du 6-chloro-3-indolyl- 
P-D-glucoside (Z-Glu> entraine 1' apparition d'une couleur 
rose-pourpre . L • hydrolyse du 4 -mSthyl -umbellif eryl- 

P-D-glucoside (MUG1) entraine I'apparition d'une fluorescence 

10 bleue sous lampe U.V. (longueur d'onde = 365 ntn) ; et que, en 
presence d'une esterase, 1'hydrolyse resultante du 5-bromo- 
4-chloro-3-indolyl-acetate (X-Ac) entraine 1 'apparition d'une 
couleur bleu turquoise. 

15 Exemple 5 

Le milieu de culture contient, outre de 1 • eau : 

- Extrait de levure * 6 g/1 

- Peptone de gelatine ** 5 g/1 

20 - NaCl 8 g/ 1 

- Na 2 C0 3 0' 1 9/ 1 

* commercialism par BIO MERIEUX 

** BIO-GELYTONE commercialism par BIO MERIEUX 

25 a ce milieu, on ajoute soit de la L-Leu-BIA soit de 

la L-Ala-BIA, seules r ou en combinaison entre elles, ou en 
combinaison avec du 5-Bromo-4-chloro-3- indolyl-ac£tate (X- 
Ac) . 
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Les concentrations de ces differents substrats sont 
les suivantes : 

• L-Leu-BIA : 300 mg/1 
- L-Ala-BIA : 300 mg/1 
5 - X-Ac : 200 mg/1 

Les milieux obtenus ont ete repartis dans des 
plaques de raicrotitration et ensemences avec des suspensions 
de microorganismes, comme pr§cedemment . Les plaques ont ete 
10 mises en incubation 48 heures a 37°C. Les couleurs des puits 
obtenues apres 24 et 48 heures d' incubation sont presentees 
dans le tableau V : 



TABLEAU V 

15 





L-Leu-BIA 


L-Ala-BIA 


L-Ala-BIA + 
L-Leu-BIA 


L-Ala-BIA 
+ X-Ac 


Souches 


N°du 
milieu 


1 


2 


3 


4 


E. colt 


24 H 




Bain 


Bam 


Gris 


48 H 


Bam 


Bain 


Bam 


Gris 


K. pneumoniae 


24 H 


Bam 


Bam 


Bain 


Gris 


48H 


Bain 


Bain 


Bain 


Gris 


C. freundii 


24 H 


Bam 


Bam 


Bain 


Gris 


48H 


Bain 


Bam 


Bam 


Gris 


P. aeruginosa 


24 H 


Bain 


Bam 


Bam 


Gris 


48 H 


Briin 


Bam 


Bain 


Gris 


S. agafactiae 


24 H 






Bam 


Gris-Bleu 


48H 




Bam 


Bain 


Gris-Bleu 


E. faecium 


24 H 






Bain 


Gris-Bleu 


48H 






Bam 


Gris-Bleu 


S. pyogenes 


24 H 






Bom 


Gris-Bleu 


48H 


afiih 


Bam 


Bam 


Gris-Bam 


S. epidenmidis 


24 H 








Turquoise 


48H 








Turquoise 
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On voit qu'avec les milieux 3 et 4 il est possible 
de distinguer S. epidezmidis des autres bacteries. Avec le 
milieu l il est possible de differencier des bacteries a Gram 
negatif de celles a Gram positif (sauf S. pyogenes) apres 48 
heures d' incubation . Le milieu 2 permet la dif f erenciation 
des bacteries Gram positif et Gram negatif apres 24 heures 
d" incubation. 

Exentple 6 



Le milieu de culture contient, outre de l'eau : 

- Extrait de viande de boeuf * 3 g/1 

- Peptone de gelatine ** 5 g/1 

- NaCl 8 3/1 

15 - Agar 15 g/1 

* commercialism par BIO MERIEUX 
** BIO-GEL YTONE (BIO MERIEUX) 

On ajoute a ce milieu soit de la L-Ala-BIA, soit de 
20 la L-Ala-AMC. a des concentrations de 300 mg/1 et de 
200 mg/1, respect ivement. On ensemence les diffSrents milieux 
obtenus repartis en boites de Petri, avec des 
microorganismes. Les boites sont raises a incubation a 37»c 
pendant 48 heures. Les colonies fornixes ont 6t6 examinees 
25 visuellement a la lumiere ambiante et sous lampe U.V. comme 
precedemment, aprSs 24 et 48 heures d' incubation. La couleur 
ou la pr6sence de fluorescence ont ete not6es. Les rSsultats 
sont presentes dans le tableau VI ci-aprfes. 
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TABLEAU VX 



Souches 


L-Ala-AMC 


L-Ala-BIA 


E. co// 


24 H 


Fluo 1 


Barn 




48 H 


Fluo 


Bam 


K. pneumoniae 


24 H 


Fluo 


Bam 




48 H 


Fluo 


Bam 


C. freundil 


24 H 


Fluo 


Bam 




48H 


Fluo 


Bam 


P. aeruginosa 


24 H 


Fluo 






"48H 


Fluo 


Bam 


S. agatactiae 


24 H 


—2 






48H 


Fluo 




E. faecium 


24 H 








48H 


Fluo 




S. pyogenes 


24 H 








48H 


Fluo 


Bam 


S. epidennidis 


24 H 








48H 






C. albicans 


24 H 








48H 


Fluo 


Bam 



1 : Fluo = Fluorescence 

— = absence de fluorescence et/ou 
absence de coloration 

Avec le milieu utilise dans cet exemple, il est done 
possible de mettre en evidence 1' activity de L-alanine- 
aminopeptidase avec L-Ala-AMC ainsi qu'avec L-Ala-BIA. 
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ymnamiCATIONS 



1. utilisation d'au moins un compose de formule : 

X-NH-R 

5 dans laquelle X represente un groupe 5-bromoindole-3-yle et R 
represente le reste acyle d'un acide amine choisi parmi la 
leucine et 1' alanine, 

comme agent revelateur permettant de mettre en evidence, par 
formation d'un produit colore, une activite de peptidase dans 
10 une culture de microorganismes . 

2. Utilisation selon la revendication 1, dans 
laquelle R represente un reste acyle de L-Leu, L-Ala ou D- 
Ala. 

3. Utilisation selon l'une quelconque des 
15 revendications precedentes, dans laquelle ladite culture est 

rSalisee en milieu gelifie. 

4. utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 et 2, dans laquelle ladite culture est 
realisee en milieu liquide. 

20 5 . utilisation selon l'une quelconque des 

revendications precedentes, dans laquelle en outre on ajoute 
a ladite culture au moins un autre agent revelateur 
permettant de mettre en evidence, par formation d'un produit 
colore ou fluorescent, une activite enzymatique differente de 

25 celle mise en evidence conformement a la revendication 1. 

6. Procede de mise en evidence d'une activite de 
peptidase dans une culture de microorganisme, dans lequel on 
ajoute au milieu de culture desdits microorganismes un agent 
revelateur permettant de mettre en evidence ladite activite 

30 par formation d'un produit colore, caracterise par le fait 
que ledit agent revelateur comprend au moins un compose de 
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fortnule : 

X-NH-R 

dans laquelle X represente un groupe 5-bromoindole-3-yle et R 
represente le reste acyle d'un acide amine choisi parmi la 
5 leucine et 1' alanine. 

7. Milieu de culture de microorganismes contenant, 
outre les ingredients n6cessaires a la culture desdits 
microorganismes, au moins un compose" de formule : 

X-NH-R 

0 dans laquelle X represente un groupe 5-bromoindole-3 -yle et R 
represente le reste acyle d'un acide amine choisi parmi la 
leucine et l 1 alanine. 

8. Milieu de culture selon la revendication 7, 
contenant de 25 a 2000 mg/1 dudit compose. 

5 9. Milieu de culture selon la revendication 7 ou 8, 

caracterise par le fait qu'il s'agit d'un milieu gelifie. 
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